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Domalne et etat de la technique 

La presents invention concerne una m6thode de determination d'une activity 
enzymatique endoglycosidase, et en particuller de type heparanase dans un 
6chantillon ainsi qu'une metliode de detection d'un compose susceptible de moduler 
Tactivit^ d'une endoglycosidase. et en particulier ayant une activity de type 
heparanase. 

Les endoglycosidases sont des enzymes capables de cataiyser des 
reactions de clivage a I'interieur de chaTnes glycosidiques. 

L'hdparanase est une enzyme capable de diver des polymeres comprenant 
des unites giycosamlnoglycanes. tels que par exemple, les glycosaminoglycanes de 
type lieparane sulfate (HSGAG). 

Un processus majeur de I'invasion des tissus par les cellules canc§reuses 
de tumours des lignees sanguines implique leur passage a travers rendothelium 
des vaisseaux sanguin, puis la degradation de la lame basale sous-jacente et de la 
matrice extra-cellulaire par un ensemble de proteases et de glycosidases. 

La lame basale et le tissu conjonctif sous-jacent sont composes d'un r§seku 
complexe de fibronectine, laminine, collagene de type IV et de vitronectine, chacune 
interagissant avec les chaines laterales heparane sulfates (HS) des proteoglycanes 
enchasses dans la matrice extra-cellulaire. 

Le clivage des HS par des endoglycosidases, par exemple des enzymes 
ayant une activite de type heparanase. produites par les cellules invasives peut par 
consequent contribuer a la degradation de la matrice extracellulaire et de la lame 
basale et ainsi faciliter la migration cellulaire. 

II Q ^te montr§ que I'activite h^paranasique a un lien avec le potentiel 
metastatique des lignees cellulaires de mdlanomes murin et humain. En particulier, 
le potentiel metastatique de lignee cellulaire de fibrosarcomes et de m^lanomes 
humain et murin est en relation avec Tactivite heparanase produite par ces lignees. 
Par ailleurs, Tactivite heparanase a et6 decrite dans plusieurs types tissulaires et 
cellulaires, notamment le foie de rat, le placenta humain, les plaquettes humaines, 
des fibroblastes en culture, les neutrophiles humains. les lymphocytes-T actives de 
rat, les lymphocytes B murins, les monocytes humains et dans les cellules 
endotheliales de la veine ombilicale humaine^ 



Les heparanes sulfates proteoglycanes (HSPG) sont composes d'une partie 
proteique enchassee dans les membranes cellulaires, substituees par des chaTnes 
d'HS. Ces ChaTnes sont g^n^ralement constituees d'unit§s disaccharidiques 
sulfatees (de mani^re predominante de glucosamine N-sulfatee ll§e a un residu 
5 d'acide alpha-L-iduronique), s6parees par des regions peu ou non-sulfat6es (de 
mani^re predominante des unites disaccharidiques de glucosamine N-acetyl6e Me 
a une unit6 d'acide beta-D-glucuronique). Les HS peuvent presenter une grande 
variety, en raison du nombre variable d'unit^s disaccharidiques et de leur sequence 
qui peut differer d'une chaTne a I'autre. 

10 Dans la mesure ou le clivage des HS semble etre essentiel k la migration de 

cellules metastatiques a travers les membranes basales, les inhibiteurs de I'activite 
heparanase constituent une nouvelle classe de composes potentiellement utiles en 
tant que medicaments anti-metastatiques ou anti-inflammatoires. 

Piusieurs groupes ont mis au point des dosages de I'activite h6paranase, 

15 notamment dans le but d'isoler de nouveaux composes qui pourraient etre utilises 
comme medicaments. 

La plupart des m^thodes d^veloppees pour doser une activite heparanase 
sont bas§es sur le radiomarquage d'un substrat de I'heparanase, et I'analyse des 
fragments generis apres incubation avec un echantillon contenant cette enzyme. 

20 La demande WO 00/77241 rapporte dans sa partie introductive que des 

atomes ou groupements radioactifs (^^s, 3H) peuvent etre incorpores par des 
HSGAG en cultivant des cellules en presence de ces radioelements. Le HSGAG 
radiomarque est ensuite utilise comme substrat. I! est ^galement possible de 
marquer le HSGAG par ou '^=1. L'activite h6paranase est d^terminee en 

25 mesurant une diminution de la radioactivity ou une reduction du poids moleculaire 
des molecules marquees. Dans ce dernier cas. le substrat est analyse par 
eiectrophorese ou par chromatographie. 

Ces techniques presentent les inconvenients habituels lies a I'utilisation de 
radioelements, notamment en tenne de radioprotection. elles sont qualitatives, ne 

30 permettent que difficilement de quantifier I'activite enzymatique mesuree et ne sont 
pas adaptees au criblage a haut debit. 

La demande WO 00/77241 divulgue une methode de dosage de I'activite 
heparanase bas^e sur la detection de fragments d'HSGAG dives par I'enzyme 
presente dans I'echantillon a tester. Le substrat HSGAG est lie d'une part a un 
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support solide & raide d'un motif de liaison et d'autre part k un r^guiateur cellulaire 
capable de se Her au HSGAG (par exemple un facteur de croissance). Apres mise 
en contact avec l'6cinantiHon h tester, les fragments clives sont immobilises par une 
liaison spicifique avec un deuxifeme support solide. Les fragments ainsi s6pares 
5 peuvent §tre d6tect6s par exemple en utilisant un anticorps marque specifique du 
groupe de liaison ou du facteur de croissance. par des techniques de colorim§trie 
ou de fluorescence. Le signal mesurd est representatif de I'activit6 h^paranase dans 
l'6chantillon et reflate directement I'activiti biologique de g6n6ration de complexes 
facteur de croissance HSGAG produits dans des ^tats physiologiques ou 
10 pathologlques. L'inconv6nient de cette technique reside dans I'utilisation d'un 
support solide qui peut entralner des problfemes d'adsorption non-sp6cifique. qui 
augmente la lourdeur et les coQts du dosage, ainsi que dans I'^tape de separation 
qui peut §tre f astidieuse dans des processus de criblage h haut d6biL 

La demande WO 00/03306 d^crit un dosage d'activit6s glycosidases, et en • 
15 particulier une m^thode de criblage d'agents anti-cancereux ou anti-inflammatoires. ^ 
La methode est bas^e sur r6tude de I'effet tfun agent & tester sur Tactivite 
heparanase en presence d'un substrat de type HS. Uactivlte heparanase est 
detemiinee en s6parant les fragments de substrat dive par chromatographie sur • 
colonne ou par 6lectrophor6se. par un dosage colorimetrique. en particulier un 
20 dosage colorim6trique pemiettant de d§tecter les sucres reducteurs formes lors du 
clivage du substrat. 

Dans cette demande. le substrat est couple k des billes de sepharose ® et 
une etape de centrifugation est n^cessaire pour s^parer les fragments cliv6s 
solubles et les identifier par une methode colorimetrique (Carbazole ou bleu de 

25 dimethylmethyiene). 

Le brevet US 6.207.402 decrit une methode de detection d'une activite 
enzymatique heparanase comportant des etape de separation et de detection des 
produits de degradation d'un substrat de cette enzyme. 

Des dosages d'enzymes hydrolytiques bases sur la detection de 
fluorescence emlse par transfert d'energie ont ete decrits (caspase 3. protease du 
virus Herpes simplex, protease du VIH) mais dans tous les cas le substrat etait un 
substrat proteique ou peptldique. De tels substrate sont alsement fonctionnalisables. 
ce qui n'est pas le cas des substrats des endogiycosidases teiles que l'h6paranase 
ou I'heparitinase. Cela est notamment dQ au fait que les HS sont produits par un 
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ensemble de processus biochimiques complexes et sont done difficiles a fabriquer 
par synthese chimique, ainsi qu'a la tres grande diversite des heparanes sulfates. 

La chimie combinatoire a donne naissance a des banques de composes 
constituees de plusieurs centaines de milliers de produits. Afin de tester Tinteret de 
5 ces molecules dans un delai et a un cout raisonnables, il est necessaire d'utiliser 
des modeles simples, rapides, flables, et pouvant etre facilement automatlses. Les 
techniques prec^demment deveIopp6es pour doser I'activite heparanase sont peu 
adaptees a une telle utilisation, en particuller dans le cadre du criblage a haut debit 
de banques de molecules 
10 Le probleme technique a resoudre consiste done ^ developper une 

technique r6pondant a ces criteres, en particuller un dosage de I'activite heparanase 
adapte a une utilisation intensive, miniaturisable et sensible. La pr^sente invention 
fournit un tel dosage. 



15 DESCRIPTION PETAILLEE DE L'INVENTION : 

La presente invention a pour objet le dosage d'une activite endoglycosidase 
base sur la mesure d'un signal resultant tfun transfert de proximite entre deux 
composes fixe sur le substrat de I'enzyme, et ne n^cessitant done aucune etape de 
20 separation des fragments issus de I'activite de Tenzyme. 

Le transfert de proximite peut etre un transfert d'energie (phenomene de 
FRET, technologie HTRF®, CIS bio international), un transfert de photon, un 
transfert d'oxygene singulet (technologie Alphascreen®, PerkinElmer, voir par 
exempie Beaduet et al., Genome Res., 2001 Apr. 11 (4), 600-8), un transfert 
25 d'electron (technologie SPA, Amersham Biosciences, voir par exempie Udenfriend 
et al., Anal. Biochem., 1987, Mar., 161(2), 494-500). 

Uinvention conceme en particulier un dosage d'une activite endoglycosidase 
base sur une mesure de fluorescence en milieu homogene et en temps resolu, 
resultant d'un transfert d^energie entre un compose fluorescent donneur et un 
30 compost fluorescent accepteur fixes sur le substrat De maniere prefer6e cette 
endoglycosidase a une activite de type heparanase. 

Le phenomene de FRET (Fluorescence resonance energy transfer), permet 
une mesure de fluorescence en temps resolu et en milieu homogene. La mise en 
oeuvre de cette technique avec des chelates ou des cryptates de terres rares, 
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developpee notamment par G. Mathis et al. (voir notamment « Homogeneous time 
resolved fluorescence emergy transfer using rare earth cryptates as a tool for 
probing molecular interactions in biology ». Spectrochimica Acta Part A S7 (2001) 
2197-2211 ) pr6sente de nombreux avantages qui ont dej& pennis plusieurs 
applications dans le domaine du diagnostic in vitro et dans celui du criblage h haul 
d§bit dans I'industrie phanmaceutique. 

Cette technique egalement connue sous le nom de HTRF® (Homogenous 
Time Resolved Fluorescence) met en ceuvre un premier compos6 fluorescent 
donneur et un second compos6 fluorescent accepteur. Dans la m6thode selon 
rinvention. ces composes sontcoupl6s de manlfere directe ou indirecte a un substrat 
d'une enzyme ayant une activity endoglycosidase. en particulier une activlte de type 
heparanase. 

Apr&s excitation lumineuse du milieu contenant le substrat. un transfert 
d'§nergie a lieu entre le composi donneur et le compost accepteur. resultant en 
une emission de lumifere par le composi accepteur qui peut etre mesuree a I'aide- 
d'un fluorim&tre. En pr6sence d'une enzyme ayant une activity endoglycosidase, en 
particulier une activite de type heparanase, le substrat est cliv§ et du fait de . 
I'Sloignement des composes donneur et accepteur. le transfert d'§nergie n'aura plus 
lieu, ce qui se traduira par une diminution du signal emis par le compose accepteur. 

En presence d'un compose inhibiteur ou activateur de i'activite , 
endoglycosidase. en particulier une activite de type heparanase, le signal mesure 
sera modifie par rapport au signal mesure en I'absence d'inhibiteur ou d'activateur. 

Plusieurs obstacles techniques ont dO §tre pris en consideration pour 
developper les precedes selon I'invention. 

La distance entre le premier et le deuxifeme compose fluorescent constitue 
un aspect critique dans un dosage utilisant le phenomfene de FRET. En particulier. 
le transfert d'energie est inversement proportionnel a la distance entre le donneur et 
I'accepteur k la puissance 6. Get aspect doit etre pris en compte pour marquer le 
substrat utilise dans le dosage selon I'invention : la distance separant le premier et 
le deuxieme compose fluorescent doit pemiettre a la fois que le transfert d'energie 
ait lieu et que le clivage du substrat entraine effectivement un eioignement des deux 
composes fluorescents. 

Par consequent, les quantites de chacun des composes fluorescents 
donneur et accepteur doivent etre optimisees : si le substrat comports un trop grand 
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nombre de composes fluorescents. le signal observe ne variera pas de manifere 
significative lors da clivage par une enzyme ayant une activite endoglycosidase, en 
particuller une activite de type heparanase. Dans le cas contraire, si trop peu de 
composes fluorescents sont utilises, le transfert d'energie n'aura pas lieu ce qui se 
5 traduira par une absence de signal. Les inventeurs ont ainsi optimise ies proportions 
de composes fluorescents donneur et accepteur a utiliser pour fonctionnaliser le 
substrat. Ces proportions correspondent au rapport molaire initial (Rmi) et au 
rapport molaire final (Rmf) pour chaque fluorophore. Le Rmi correspond a la 
proportion de fluorophore par rapport au substrat lors de la reaction de marquage. 
10 Si le fluorophore est couple de maniere indirecte au substrat, par Tintermediaire d*un 
couple ligand/recepteur, le Rmi correspondra k la proportion de iigand sur la 
quantity de substrat. Le Rmf se calcule de la meme fagon mais apres la reaction de 
marquage : il correspond done au nombre de molecules de fluorophore ou de Iigand 
fixees sur le substrat. 

15 D'autres parametres ont dO etre pris en consideration lors de la fabrication 

du substrat utilisable dans les precedes selon I'invention. 

Le pH du milieu reactionnei joue un role important lors de la reaction de 
marquage, en particulier si les groupements amine ou carboxyles de 
rheparansulfate sont utilises lors du couplage du compose fluorescent donneur, du 

20 compose fluorescent accepteur. ou d'un membre d'un couple ligand/recepteur. En 
effet, le pH determine la reactivite des fonctions amines ou carboxyles utilisees lors 
de la fonctionnalisation du substrat. Les inventeurs ont ainsi determine que le pH 
optimal pour la fabrication d'un substrat utilisable dans les methodes selon 
rinvention se situe dans une plage de 7,5 a 9 et est de preference egal a 8,3 

25 lorsque les amines libres de THS sont utilisees, et dans une plage de 5 a 7, de 
pr6f6rence 6gal a 6 lorsque des fonctions carboxyles libres sont utilisees. 

Pour d§veIopper un dosage d'activit6 endoglycosidase, et en particulier une 
activit§ enzymatique de type heparanase, bas§ sur le phenomene de FRET, les 
inventeurs ont du surmonter un certain nombre de difficultes techniques specifiques 

30 du dosage de ces enzymes, qui n'apparaissent pas dans les dosages de substrats 
proteiques ou d'autres activity enzymatiques : 

1/ Dans les dosages d'activit§s enzymatiques bas§s sur la technique de 
FRET de Tart anterieur, les sites de clivage enzymatiques sont clairement 
caracterises alors que des incertitudes demeurent en ce qui concerne les HS : il est 
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par consequent irbs difficile de fonctionnaliser le substrat de part et d'autre d'un site 
de coupure. 

2/ Les HS presentent une tr6s grande heterogeniite aussi bien en ce qu. 
conceme la sequence des unites glycosidiques que la longueur des ciiaTnes : une 
5 fonctionnalisation chimiquement localisee et done difficile a obtenir puisque la 
structure des HS varie d'une molecule a I'autre. 

3/ Les interactions protelne-HS sont beaucoup molns stables que les 
interactions protelnes-prot6ines : la fixation directe ou indirecte des composes 
donneur et accepteurs peut perturber tfautant plus facilement Pinteraction 

1 0 endoglycosidase / HS. 

L'invention conceme en premier lieu une methode de determination d'une 
activite enzymatique endoglycosidase dans un 6chantlllon. comprenant les etapes 
suivantes : 

I. metlre en contact un substrat susceptible d'etre dive par une 
^ 5 endoglycosidase avec ledit echantillon, et 

. H. mesurer revolution de la quantity de substrat intact, une diminution de 
quantity de ce substrat etant representative d'une activite 
endoglycosidase dans rechantillon. 
Dans cette methode. le substrat est marque de maniere directe ou indirecte . 
20 par un premier compose donneur et par un second compose accepteur. et la 
quantite de substrat intact est determinee en mesurant un signal em.s par le 
compose accepteur. ce signal resultant d'un transfert par effet de proximite entre le 

donneur et I'accepteur. 

Cette methode peut etre utilisee pour mesurer des endoglycosidases 
25 capables de diver des heparanes sulfates comme par exemple I'heparanase ou 
I'heparltinase. 

Dans une mise en oeuvre particuliere de cette methode, le prem.er 
compose donneur et le second compose accepteur sont des composes 
fluorescents. le transfert de proximite est un transfert d'energie et le signal em.s est 

30 un signal fluorescent. 

Par « marquage de maniere directe «. on entend la liaison du marqueur 
fluorescent sur un groupe fondionnel present ou prealablement introduit ou genere 
sur le substrat. Un bras d'espacement peu etre introduit entre le marqueur 
fluorescent et le substrat. 
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Par « marquage de maniere indirecte >>, on entend la liaison du marqueur 
fluorescent au substrat par Pintermediaire d'un couple ligand-recepteur. Dans ce 
cas, le marqueur fluorescent et le substrat sont chacun marques par un membre 
d'un couple ligand-recepteur. 

Le compose fluorescent donneur est un compose fluorescent qui apres 
excitation a une longueur d'onde determinee va emettre un signal fluorescent qui, 
en operant un transfert d'energie, va exciter le compose fluorescent accepteur. De 
nombreux composes fluorescents donneurs peuvent etre utilises dans le cadre de la 
presente invention. A titre d'exemple, on peut citer !es cryptates de terre rare 
(Europium. Terbium) decrits dans les brevets EP 180 492, EP 321 353. EP 601 1 13, 
ainsi que les chelates de terre rare. 

Le compose fluorescent accepteur est un compose fluorescent qui apres 
excitation par transfert d'energie du compose donneur va emettre un signal 
fluorescent & une longueur d'onde donnee, 

II existe de nombreux composes accepteurs susceptibles d'etre utilises pour 
mettre en oeuvre les precedes selon la presente invention, parmi lesquels ; les 
allophycocyanines, Tallophycocyanine reticulee telle que la XL665 (CIS bio 
international), les cyanines telle que la Cy5. les rhodamines, les squaraines, les 
bodipys , les fluoresceines. 

Uhomme du metier est a m§me de selectionner le compose fluorescent 
accepteur ad^quat en fonction du compose fluorescent donneur choisi. 

La methode de determination d'une activite enzymatique d6crite ci-dessus 
endoglycosidase peut permettre d'etudier les effets de modulation de cette activite 
enzymatique exerces par des composes que Ton souhaite tester. 

Par modulation d'une activite enzymatique> en entend une inhibition ou 
activation de cette activite enzymatique. quel qu'en soit le m6canisme. 

L'Invention conceme done egalement une m§thode de detection d'un 
compose susceptible de moduler une activity enzymatique de type 
endoglycosidase, comprenant les etapes suivanles : 

i, mettre en contact un substrat susceptible d'etre cliv6 par une 
endoglycosidase avec une endoglycosidase, en presence ou en 
Tabsence du compos§ k tester, 

ii. mesurer revolution de la quantite du substrat intact, et 
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iii. comparer revolution de la quantity de substrat mesure en I'absence du 
produit k tester aveo celle mesur6e en presence du produit a tester. 
Dans cette m^thode. le substrat est marque de maniere directe ou indirecte 
par un premier compose donneur et par un second compose accepteur. et en ce 
que la quantite de substrat intact est determines en mesurant un signal emis par le 
compose accepteur. ce signal resultant tfun transfert par effet de proximity entre le 

donneur et I'accepteur. 

Dans cette dernifere mithode. I'endogiycosidase utiHs6e peut §tre, 
notamment. une h6paranase cholsie parmi I'heparanase recombinante. 
meparanase purifiee. I'h6paranase non-purifi6e ou I'h6paritinase. 

Dans une mise en oeuvre particuliere de cette methods, le premier compose 
donneur et le second compose accepteur sont des composes fluorescents, le 
transfert de proximite est un transfert d'energie et le signal emis est un signal 
fluorescent. 

Le substrat utilise dans les methodes precedentes peut etre choisi parmi, les 
heparanes sulfates proteoglycanes (HSPG) et leurs derives, les heparanes sulfates 
(HS) associes avec la matrice extracellulaire et leurs derives. I'hepanne. les 
heparanes sulfates (HS) ou leurs derives et contlendra au moins un motif de 
formule suivante : 




dans laquelle, 

Ri et R3 sont choisis parmi les groupes : H. SO3H, SO3H, 
Ra est choisi parmi les groupes SO3H, SOaH-, C(0)CH3, 
5 X, et X2 represented H, COOH, COO-. 

Les derives de substrat sont des HS ou des HSPG, ayant subi des 

modifications mineures. qui ne perturbent pas la reconnaissance enzyme-substrat. 

Plus precisement ces derives de substrat peuvent etre dives par une enzyme ayant 

une activite de type heparanase. 
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Les methodes selon rinvention peuvent etre mises en oeuvre en utilisant 
differents formats. Les formats suivants sont les formats preferes et sont 
representes sur la figure 1 . 

Format a : Le substrat peut etre lie de maniere covalente a un compose 

5 fluorescent donneur et a un compost fluorescent accepteur. 

Format b : Le substrat est lie de maniere covalente a un membre d'un 
premier couple ligand-recepteur et a un membre d'un second couple ligand- 
recepteur, le compose fluorescent donneur est \\6 de maniere covalente a Tautre 
membre du premier couple ligand-r^cepteur et le compose fluorescent donneur est 

10 lie a I'autre membre du second couple ligand-recepteur. 

Format c : Le substrat est lie de maniere covalente au compose fluorescent 
donneur et est lie de maniere covalente a un membre d'un couple ligand-recepteur, 
et le compose fluorescent accepteur est lie de maniere covalente a Tautre membre 
dudit couple ligand-recepteur 

15 Format d : Le substrat est lie de maniere covalente au compose fluorescent 

accepteur et est li6 de maniere covalente a un membre d'un couple ligand- 
recepteur, et en ce que le compose fluorescent donneur est lie de manifere 
covalente a I'autre membre dudit couple ligand-recepteur. 

Le terme « couple ligand-recepteur » d6signe deux partenaires de liaison 

20 tels que les couples : hapt6ne/anticorps ; DNP/ anticorps anti-DNP, dans lequel 
DNP repr6sente le dinitroph6noI ; GST/anticorps anti-GST dans lequel GST 
represente la glutatione S-transferase ; biotlne/avidine ; SHIS/anticorps anti-6HIS 
dans lequel 6HIS est un peptide constitu6 de 6 histidines ; Cmyc/anticorps anti- 
Cmyc dans lequel Cmyc est un peptide constitu6 des acides amines 410-419 de la 

25 proteine Cmyc humaine ; FLAG®/anticorps anti-FLAG ® dans lequel FLAG ® est un 
peptide de 4 acides amines ; HA/anticorps anti HA dans lequel HA est un epitope de 
rhemaglutinine d'lnfluenza, constitue de 9 acides amines. D'autres couples peuvent 
etre utilises. 

Ces systemes dits « tag/antitag » sont bien connus de Thomme du m6tier et 
30 sont disponibles commercialement 

Le compos6 fluorescent donneur, le compose fluorescent accepteur, et les 
membres des premier et second couples ligands-r§cepteurs peuvent §tre lies de 
mani6re covalente au substrat en utilisant des groupes reactionnels tels que les 
groupements maleimide, acide carboxylique, haloacetamide, halogenure d'alkyle, 



11 



azido. hydrazido, aldehyde. c§tone. amino, sulfhydryl. isothiocyanate. isocyanate, 
monochlorotriazine. dichlorottiazine. aziridine. halogenure de sulfonyle. halogenure 
tfacide. hydroxysuccinimide ester, hydroxysulfosuccinimide ester, imido ester, 
hydrazide. azidonltroph6nyl. azidoph6nyl. azlde. 3-(2-pyridyl dithio)-proprionamide. 
glyoxal et plus particulierement les groupements de formule : 



-c-nh4-(ch2)„ncs 
/p 

o 



o 

-^C-NH-^CCH,)„- 





■NCS 



NCO 
O 



o 

-C-NH-)-(CH,)„NCO ; 
/P 



O O \— q 

^C— NH-^CH,)„ C-O-N^ 



O 



O O 
-C-NH-4-(CH2)„-C-0-N 

o 

o 

o 



NHH (CH,)i;-N 

/p - >-l 

O 



SO. 



O 



-^C-NH-^CH,)„-S-S-Ar ; --(-C-NH-^(CH,)„-NH- Ar 
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oCj n varie de 0 a 8 et p est egal a 0 ou 1 , et Ar est un heterocycle a 5 ou 6 chamons 
comprenant 1 a 3 heteroatomes, eventuellement substitue par un atome 
5 d*halogene. 

Ces groupes r^actionnels sont introduits sur le compose fluorescent 
donneur, accepteur ou sur le membra d'un couple ligand-recepteur et sur le substrat 
en utilisant des fonctions NHz, COOH, CHO presentes sur ces molecules. 

Si le substrat utilise est un HS. it est possible de coupler les composes 
10 fluorescents ou des membres de couples ligand-recepteur via les fonctions amines 
ou carboxyles de I'HS. L'utilisation de ces groupements pour la fabrication de 
conjugues est traitee dans « Bioconjugate Techniques », G.T. Hermanson, 
Academic Press. 1996. 

Les fonctions amines peuvent etre utilisees pour la fixation du premier ou du 
15 second fluorophore. ou encore d'un membre tfun couple ligand-recepteur. A cet 
effet, les composes fluorescents ou les membres de couples ligands recepteurs 
sont couples avec des groupements r^actionnels permettant le couplage avec une 
amine de THS ou de I'HSPG. A titre d'exemple non limitatif, le premier ou second 
fluorophore, ainsi qu*un les membres de couples Iigands/r6cepteurs peuvent etres 
20 couples a un groupement isothiocyanate, isocyanate, ester N-hydroxysuccinimique, 
azoture d'acyle. chlorure de sulfonyle, aldehydes, glyoxal, epoxide, epoxirane, 
carbonate, halogenure d'aryle. Imidoesters, carbodiimides, anhydrides. 

Si les fonctions carboxyles de THS sont utilisees, les composes fluorescents 
ou membres de couples ligand-recepteur peuvent etre couples a des groupes 
25 reagissant avec ces fonctions carboxyles, tels que les diazoalkanes, les 
diazoacetyls, les carbonyldiimidazole, les carbodiimides. 

Si le substrat utilise est un HSPG, il est possible de coupler les composes 
fluorescents ou des membres de couples ligand-recepteur via les fonctions CHO 
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(apres oxydation des fonctions OH) des sucres de la partte glucidique (HS) ou les 
fonctions amines de la partie prot6ique (proteoglycane). 

Dans les m6thodes seion I'lnvention. le compost donneur est un cryptate ou 
un chelate de terre rare, et le compos6 fluorescent donneur est choisi parmi les 
rhodamines. les cyanines. les squaraines. les bodipys. les fluoresc^ines. 
rallophycocyanlne et leurs derives. Les d^riv^s de composes fluorescents 
accepteurs sont des molecules fluorescentes dont les propri6t6s spectroscopiques 
sont compatibles avec le transfert d'energie. 
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Les cryptates de terre rare preferentlellement utilises dans les precedes 
selon I'invention sont des cryptates d'Europlum de formule : 



tHH 



15 



20 






[Eu c: Py (NHCO) . BPyCaWfl. ■ BPy(CO«. l'* [Eu e Bpy (NHCO) (CO.H>. BPy. BPy f 



25 



30 



OOH CONH 





[Eu c Bpy (NHCO) (CO,H). BPy(C02H)2 . BPy(C02H)2 
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La m6thode de detection d'un compost susceptible de moduler une activity 
enzymatique de type h6paranase permet de cribler des banques de produits qui 
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peuvent etre notamment des anticorps anti-heparanase, des produits naturels, des 
produits de synthase, des produits d'une librairie de composes obtenus par chimie 
combinatoire, des peptides, des proteines. 

Les substrats susceptibles d'etre utilises par des procedes sent constitu^s 
5 de HS comportant des groupements biotine et DNP, caracterises en ce que le 
rapport molaire final DNP/HS est compris entre 0,3 et 2 et de preference est egal a 
0.7, et en ce que le rapport molaire final Biotine/HS est compris entre 0.5 et 2 et de 
preference est egal a 1 . 

D'autres substrats susceptibles d'dtre utilises par des procedes sont 
10 constitues HSPG comportant des groupements biotine et DNP, caracterises en ce 
que le rapport molaire final DNP/HSPG est compris entre 6 et 15 et de preference 
est egal a 10,8, et en ce que ie rapport molaire final Biotine/HSPG est compris 
entre 6 et 15, et de preference est egal a 8. 

Enfin, Tinvention concerne egalement une trousse contenant les reacfifs 
15 necessaires a la mise en oeuvre des methodes selon I'invention et notamment les 
elements suivants : 

- un substrat susceptible d*etre dive par une enzyme ayant une activity de 
type heparanase, 

- un compose fluorescent donneur, lie de maniere covalente ou susceptible 
20 de se lier de maniere indirecte au dit substrat, 

- un compose accepteur lie de maniere covalente ou susceptible de se lier 
de maniere indirecte audit substrat, 

lesdits elements pouvant se trouver dans le m§me flacon ou dans des flacons 
differents dans le cas ou les composes fluorescents ne sont pas lies de manifere 
25 covalente au dit substrat. 

La trousse selon I'invention contient de maniere preferee : 

- un h6parane sulfate marque a la biotine et au DNP 

- un cryptate de terre rare couple a un anticorps anti-DNP 

- la XL665 couple a la streptavidine 

30 Une autre trousse selon I'invention contient : 

- un heparane sulfate proteoglycane marque a la biotine et au DNP 

- un cryptate de terre rare couple a un anticorps anti-DNP 

- la XL665 couple a la streptavidine 
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Les methodes selon Tinvention presentent de nombreux avantages par 
rapport aux methodes de I'art anterieur, et notamment : 

- elles sont tres simples a mettre en oeuvre puisqu'il suffit de mettre en 
presence les differents reactifs pour pouvoir obtenir un signal fluorescent 
caract^ristique d'une activite enzymatique de type h6paranase. Aucune 
etape de traitement chimique ou de separation n'est necessaire. 

• Les volumes utilises sont tr^s faibles {2Q\x\ par puit) ce qui permet une 
miniaturisation du dosage, ainsi qu'une economie de reactifs. Moins de 30 
ng de substat est utilise dans Texemple 4, alors que dans la demande 
WOOO/03036 par exemple, de 5 a 50 \xg de substrat sont utilises, li en est de 
m§me de la quantite d'enzyme utilisee dans le dosage. Une miniaturisation 
plus importante est envisageable et simple a mettre en oeuvre avec un 
lecteur approprie. 

- Les temps d'incubation des reactifs sont courts : comme cela est montre 
dans Texemple 4, une heure d'lncubation suffi't apres la reaction 
enzymatique pour obtenir un signal. Les methodes selon rinventfon 
permettent done de cribler rapidement des banques de molecules 
susceptible de moduler Tactivit^ heparanase. 

Les exemples suivants illustrent k titre non-limitatif les mises en oeuvre 
pr6f§rees des methodes selon Tinvention : 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les abrevlations suivantes sont utilfs6es : 
DNP : dinitroph6nol 

EDC : 1-ethyl-3-(3-dim6thylaminopropyl)carbodiimlde 
HS : heparane sulfate 
NHS : N-hydroxysuccinimide 

A/ Utilisation d'un substrat de type heparane sulfate 

Dans ce cas, le substrat est fonctionnalis6 en utilisant les fonctions COOH et 
NHg de rHS. 
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Exemple 1 : Preparation d'un substrat DNP-HS-Biotine 

Reactifs utilises : 

Solution HS a 20 mg/ml : lOmg HS + 0.5ml lOmM tampon P04(Na/K) 
5 pH7.0 0,1 5M NaCL 

Solution d'EDC a 20mM : 2.4mg EDC (PIERCE) + 0.625ml 0.1 M tampon 
MES pH6.0. 

Solution 5-(biotinamide)pentylamine 47mM : 4.2mg 5-(biotinamide) 
pentylamine (PIERCE) + 0.271ml 0.1M tampon MES pHB.O. 
10 Solution DNP-NHS a 1 mg/ml: 3mg DNP-NHS (CIS-Bio) + DMSO 

1.0ml(Sigma D8418) 

Marquaqe a la biotine 

0,25 ml d'une solution d'HS a 20 mg/ml (Seikagaku) sont melanges a 

15 0,125 ml d'une solution de 5-(biotinamide)pentylamine a 47mM. Le melange est 

incube 18 h a temperature ambiante en presence de 0,125 ml d'une solution 
d'EDC a 20 mM. La reaction est ensuite stoppee par ajout de 1,5 ml de tampon 
P04(Na/K) (10mM) NaCI (0,1 5M), pH 7. Le melange est alors dialyse pendant 
1 ,5 h a Taide d'un systeme de dialyse Slide-A-Lyzer (Pierce) centre 600 ml de 

20 tampon P04(Na/K) a 0,1 M, pH7. Deux dialyses supplementaires effectu^es 

pendant 3 h dans 600 ml de tampon P04(Na/K) a 10 mM pH 7 et pendant 16 h 
centre 600 ml de tampon borate a 50 nM, pH 8,3 permettent d'obtenir 2 ml de 
solution contenant THS biotinyle, ci-apres Biotine-HS. 

25 Marquaqe au DNP 

La solution de 2 ml de BIotine-HS est melangee avec 1 ml d'une solution 
de DNP-NHS a 3 mg/ml et incubee a temperature ambiante en presence d'1 ml 
de tampon borate a 50 mM, pH 8,3 et de 0,5 ml de DMSO pendant 2 h. Le 
melange reactionnel est ensuite s6par6 par chromatographie sur une colonne 

30 de type Sephadex G25 SF (Pharmacia), eluee avec un tampon P04(Na/K) a 
0,1 M, pH 7. On obtient ainsi une solution de 8,83 mi d'heparane sulfate 
marquee par la biotine et le DNP, ci-apres « DNP-HS-Biotine ». 




Exemple 2 : Determination des rapports molaire f inaux 

Dosage du DNP-HS-Biotine : 

Un kit de dosage des HS (Byscan, Biocolor Ltd) permet de determiner la 
5 concentration de DNP-HS-Biotine. 

Dosage du DNP : 

La concentration en DNP est determinee en mesurant Tabsorbance d'une 
solution de DNP-HS-Biotine a 360nm sur un spectrophotometre ; la concentration 
10 en DNP est determinee en comparant la valeur mesuree avec une courbe etalon. 

Dosage de la biotine : 

La concentration en biotine est mesuree a Taide d*un dosage base sur le 
plnenomene de FRET : une premiere courbe est etablie en mettant en presence des 
15 concentrations connues de biotine, un conjugue donneur cryptate-streptavidine, un 
conjugue accepteur XL-biotine et en mesurant le signal obtenu sur un fluorimetre 
Rubystar (BMG). Une courbe de d6placement est realisee et servira de gamme 
etalon. 

La meme experience est r6alisee en remplagant la biotine par le DNP-HS 
20 biotine a doser. La valeur du signal obtenu est reportee sur la gamme etalon qui 
permet de determiner la concentration en biotine. 

Les valeurs de Rmf obtenues sont : DNP / HS = 0,7 et Biotine / HS =1 

Exemple 3 : Dosage du compose DNP-HS-Biotine par une methode homoqene 
25 de mesure de fluorescence en temps resolu (HTRF®), 

Le present exemple permet de vallder Tutilisation du produit DNP-HS-Biotlne 
dans un dosage base sur la mesure de fluorescence 6mise par transfert radiatif, en 
milieu homogfene et en temps resolu. 
30 R6acttfs utilises : 

Conjugue streptavidine-XL solution a lOfig/ml: 3,2|xl de SA-XL (CIS bio 
international) a 625|xg/ml + 197|al de tampon P04(Na/K) a 0,1 M pH7,0 ; 0,1%BSA 
0.4M KF. 
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Conjugue streptavidine-XL solution a 1|^g/ml : 18ijJ de SA-XL (CIS bio 
international) a 20|ag/ml + 162jil de tampon PO^CNa/K) a 0.1 M pH7,0 ; 0,1%BSA 
0,4M KF. 

Conjugu6 anticorps anti-DNP-Cryptate (ci-apres aDNP-K) solution a 

5 1|ig/ml : 4,5jil de aDNP-K (CIS bio international) k lOOjag/ml -f- 445iil de tampon 
P04(Na/K) k 0.1 M pH7.0 0.1%BSA 0,4M KF. 

Des solutions de DNP-HS-Biotine de concentration variable (de 22,2 k 
5400 ng/ml) sont preparees a partir de la solution obtenue dans Texemple 1 , dans 
un tampon P04(Na/K) 0,1 M, pH 7. 

10 Le dosage est effectue sur des microplaques multipuits. Chaque puits 

contient 5 \i\ de aDNP-K (1|ig/ml), 5 |il de SA-XL (Ijig/ml ou 10 ^ig/ml) et 10 jil de 
DNP-HS-Biotlne de concentration variable. Les plaques sont analysees sur un 
spectrofluorimetre Rubystar (BMG) apres incubation pendant 1 h a temperature 
ambiante (excitation 337nm, Emission 620 et 665nm). 

1 5 Les r^sultats obtenus sont exprimes sur la figure 2, qui montre revolution du 

signal en fonction de la concentration en DNP-HS-Biotine. 

La figure 2 montre que, de maniere surprenante, un signal est obtenu avec 
le substrat DNP-HS-Biotine, ce qui signifie qu'un transfert d'energle a bien lieu entre 
le compose donneur (aDNP-K) et le compose accepteur (SA-XL). Le m§me type 

20 d'experlence realisee en utilisant d'autres composes (SA-K et anticorps anti-HS-XL, 
pour doser un substrat Biotine-HS) n*a pas permis d'obtenir de signal, ce qui 
indiquait que le transfert d'energie ne pouvait pas avoir lieu dans ce cas precis. Le 
signal obtenu en utilisant le present format est en parfaite correlation avec la 
concentration en DNP-HS-Biotine, ce qui permet d'envisager Tutilisation de ces 

25 produits pour mesurer une activite enzymatique de type h^paranase. 

Exemple 4 : Dosage d'une activite de type heparanase 

Reactifs utilises : 

Solution d'heparitinase III (Sigma), de 0,2 a 20000 punites/ml, en tampon 
30 PO4 20mM pH 7,2 ; NaCI 0,1 5M ; 0,1% BSA. 

Solution SA-XL a 1 [ig/ml : 1|al de SA-XL a 625 |ig/ml (CIS bio international) 
+ 624 pl de tampon PO,, 0.1M pH 7,2 : KF NaCI 0,4M ; 0.1% BSA. 

Solution de aDNP-K a 0,8 [ig/m\ : 2 pi de aDNP-K a 100 pg/ml (CIS bio 
international) + 248 pl de tampon PO4 0,1 M pH 7.2 ; KF NaCI 0,4M ; 0,1% BSA. 
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Solution de DNP-HS-Biotine a 1,2 (ig/ml : 3,8 |il de DNP-HS-Biotine a 
45 ug/ml + 140 fil de tampon PO4 20mM pH 7,2 ; NaCI 0.1 5M ; 0,1% BSA. 

On effectue la reaction enzymatique en melangeant 20 ^1 de DNP-HS- 
Biotine a 1 ,2 |ig/nnl avec 20 \i\ de solution d'heparitinase de concentration variable 
5 (de 0,2 a 20000 nunit6s/ml). 

Ce melange est laisse 5 h a temperature ambiante. 

10 lal de chaque melange reactionnel sont places dans des puits de 
microplaques, dans lesquels on rajoute 5 }ii/puits de aDNP-K (0,8 txg/ml) et 5 [il de 
SA-XL (1 pg/ml). 

10 La lecture de la plaque * est effectuee apres une heure d'incubation a 

temperature ambiante sur un spectrofluorimetre Rubystar (BMG). 

Les resultats obtenus sont exprimes sur la figure 3 qui montre revolution du 
signal pour une concentration croissante d'enzyme. 

La diminution du signal est en parfaite correlation avec Taugmentation de 
15 Tactivite enzymatique, c*est-a-dire le clivage du substrat DNP-HS-Biotine. Le format 
utilise est done parfaitement adapte k une m6thode de dosage tfune enzyme de 
type heparanase, telle que Theparitinase, mais egalement a une methode de 
determination d*un modulateur de cette activite enzymatique. 

20 Exempie 5 : Determination d'un modulateur d'une activite enzymatique de 
type heparanase. 

On procede comme dans Texemple 4 mais les differents melanges 
reactionnels sont incubes avec des activites enzymatiques identiques, en presence 
25 ou en absence d'un produit k tester. 

On determine le pourcentage d'inhibition ou d'activation de Tenzyme due au 
compose a tester par comparalson des resultats obtenus en presence et en 
I'absence de produit a tester. 



30 8/ Utilisation d'un substrat de tvoe heparane sulfate proteoqivcane (HSPG) 

Dans ce cas, le substrat est fonctionnalise en utilisant les fonctions OH de 
THS et les fonctions NH2 de la partie proteique (proteoglycane). 
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Exemple 6 : Synthase du substrat PNP-Heparane Sulfate Proteoqivcane- 
Biotine (ct>apres DNP-HSPG-Biotine), 

Reactifs utilises : 
5 HSPG : Sigma, PM 200 kDa 

Biotine hydrazide : Pierce, PM 258,33 Da 
Nal04 : Sigma 
NaCNBH4 : Sigma 

Le HSPG est dialyse centre une solution carbonate lOOmM, pH 9. 

10 

Marquage au DNP 

On fait reagir une solution de HSPG et de DNP-NHS pendant 1 h a 
temperature ambjante. Les quantites utilisees sont telles que le rapport molaire 
initial est de 15 DNPs par HSPG. Le melange r^actionnel est ensuite purifie sur 
15 colonne Sephadex G-25 (NAP-5, Pharmacia) eluee par du tampon PO4 100 mM 
pH7. On obtient une solution de DNP-HSPG. 

Marquage a la biotine 

La solution de DNP-HSPG obtenue precedemment est oxydee par une 
20 solution de Nal04 10mM pendant 30 min a temperature ambiante. Apres 
purification sur colonne Sephadex G25 eluee par du tampon P 100 mM pH 7,0, la 
solution de DNP-HSPG oxydee est m§iangee avec une solution de biotine- 
hydrazide. Les quantites utilisees sont telles que le rapport molaire initial est de 10 
biotine-hydrazides par DNP-HSPG. Le melange reactionnel est incube a 4°C 
25 pendant 16 h et est ensuite reduit par une solution de NaCNBH4 15 mM pendant 
40 min a 4*^0. Apres purification sur colonne Sephadex G215 eluee par du tampon 
PO4 lOOmM pH 7,0, on obtient une solution de DNP-HSPG-Biotine . 

Exemple 7 : Dosage du compose DNP-HSPG-Biotine par une methode 
30 homoqene de mesure de fluorescence en temps resolu (HTRF®), 

Le present exemple permet de valider Tutilisation du produit DNP-HSPG- 
Biotine dans un dosage bas6 sur la mesure de fluorescence emise par transfert 
radiatif , en milieu homogene et en temps resolu. 
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Reactifs utilises : 

Conjugue streptavidine-XL (ci-apres Sa-XL) solution a 10 fig/ml prepares 
a partir de Sa-XL 625 ng/ml (CIS bio international) diiuee dans tampon P04(Na/K) a 
0,1 M pH7.0 : 0,2%BSA 0,8M KF. 

5 

Conjugue anticorps anti-DNP-Cryptate (ci-apres aDNP-K) solution k 
0,4 |ig/ml prepares a partir de aDNP-K 100 ng/ml (CIS bio international) diiuee dans 
tampon P04(Na/K) a 0,1M pH7,0 0,2%BSA 0,8M KF, 

Conjugue streptavidine-Cryptate (ci-apres Sa-K) solution a 0.8 |xg/ml 
10 preparee a partir de Sa-K 200 pg/ml (CIS bio international) diiuee dans tampon 
P04(Na/K) a 0,1M pH7,0 ; 0,2%BSA 0,8M KF 

Conjugue anticorps anti-DNP-XL (ci-apres aDNP-XL) solution a 4 ixg/m\ 
preparee a partir de aDNP-XL 250 pg/ml (CIS bio international) diiuee dans tampon 
P04(Na/K) k 0,1 M pH7,0 ; 0.2%BSA 0,8M KF. 
15 Des solutions de DNP-HSPG-Biotine de concentration variable (de 10 a 

5000 ng/ml) sont preparees a partir de la solution obtenue dans I'exemple 6, dans 
un tampon P04(Na/K) 0,1 M, pH 7. 

Le dosage est effectue sur des microplaques multipuits, Chaque puits 
contient 100 pi de DNP-HSPG-Biotine de concentration variable, 50 \i\ de Sa-XL et 
20 50 pi de aDNP-K ou 100 pi de DNP-HSPG-Biotine de concentration variable, 50 \iV 
de Sa-K et 50 pi de aDNP-XL. Les plaques sont analysees sur un spectrofluorimdtre 
Rubystar (BMG) apr^s incubation pendant 1 h a temperature ambiante (excitation 
337nm, emission 620 et 665nm). 

Les resultats obtenus sont exprimes sur la figure 4, qui montre revolution du 
25 signal en fonction de la concentration en DNP-HSPG-Bfotlne. 

La figure 4 montre qu'un signal est obtenu avec le substrat DNP-HSPG- 
Biotine, ce qui signifie qu'un transfer! d'energie a bien lieu entre le compose 
donneur (aDNP-K ou Sa-K) et le compost accepteur (SA-XL ou aDNP-XL). Les 
signaux obtenus en utilisant ces formats sont en parfaite correlation avec la 
30 concentration en DNP-HS-Biotine, ce qui permet d'envisager rutilisation de ces 
produits pour mesurer une activite enzymatique de type heparanase. 
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Revendications 

1. Methods de determination d*une activite enzymatique endoglycosidase 
dans un echantillon, comprenant les etapes suivantes : 
5 i. mettre en contact un substrat susceptible d'etre dive par une 

endoglycosidase avec ledit echantillon, et 
ii. mesurer revolution de la quantite de substrat intact, une diminution de 
quantite de ce substrat etant representative d*une activite 
endoglycosidase dans Techantillon, 
10 caracteris6e en ce que ie substrat est marque de maniere directe ou indirecte par 
un premier compose donneur et par un second compose accepteur, et en ce que la 
quantite de substrat intact est determinee en mesurant un signal emis par Ie 
compose accepteur, ce signal resultant d'un transfert par effet de proximite entre Ie 
donneur et Taccepteur. 
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2. Methode seion la revendication 1 caracterisee en ce que Ie premier 
compose donneur et Ie second compos6 accepteur sont des composes 
fluorescents, en ce que Ie transfert de proximite est un transfert d'energie et en ce 
que Ie signal 6mis est un signal fluorescent. 



3. Methode de detection d'un composd susceptible de moduler une activite 
enzymatique endoglycosidase, comprenant les etapes suivantes : 

i. mettre en contact un substrat susceptible d'etre ciiv6 par une 
endoglycosidase avec une endoglycosidase, en presence ou en 

25 I'absence du compose a tester, 

ii. mesurer revolution de la quantite du substrat intact, et 

iii. comparer revolution de la quantite de substrat mesur6 en I'absence du 
produit a tester avec celle mesuree en presence du produit k tester, 

caracterisee en ce que Ie substrat est marque de maniere directe ou indirecte par 
30 un premier compos6 donneur et par un second compose accepteur. et en ce que la 
quantite de substrat intact est determin6e en mesurant un signal §mis par le 
compose accepteur, ce signal resultant d'un transfert par effet de proximit6 entre le 
donneur et i'accepleur. 




4. M§thode selon la revendication 3 caracterisee en ce que le premier 
compost donneur et le second compos6 accepteur sont des composes 
fluorescents, en ce que le transfer! de proximity est un transfert d'6nergie et en ce 
que le signal emis est un signal fluorescent. 

5 

5. Methode selon les revendications 1^4 caracterise en ce que 
Tendoglycosidase est une enzyme de type heparanase choisie parmi l'h§paranase 
recombinante, Theparanase purifiee, I'heparanase non purifi§e et Th^paritinase, 

10 6. Methode selon les revendications 1 & 5 caracterisee en ce que le substrat 

est choisi parmi les heparanes sulfates proteoglycanes et leurs derives, les 
lieparanes sulfates associ^s avec la matrice extracellulaire et leurs derives, 
rheparine, et les heparanes sulfates ou leurs d§riv6s, et contiendra de 1 a 30 nnotifs 
de formule : 
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OR2 NHR3 

15 dans laquelle, 

Ri et R3 sont choisis parmi les groupes : H, SO3H, SO3H-. 
R2 est choisi parmi les groupes SO3H, SO3H-, C(0)CH3 
Xi et X2 representent H ou COOH 

20 7. Methode selon la revendication 6 caracterisee en ce que le substrat est 

Ii6 de manifere covalente h un compos6 fluorescent donneur et k un compose 
fluorescent accepteur, 

8. Methode selon la revendication 6 caracterisee en ce que le substrat est 
25 Ii6 de maniere covalente & un membre d'un premier couple Iigand-r6cepteur et & un 
membre d*un second couple ligand-recepteur, et en ce que le compose fluorescent 
donneur est Ii6 de maniere covalente k Tautre membre du premier couple ligand- 
recepteur et le compose fluorescent donneur est lie k Tautre membre du second 
couple Iigand-r6cepteur. 



ler depot 



24 



9. Methode selon la revendication 6 caracterisee en ce que le substrat est 
lie de maniere covalente au compose fluorescent donneur et est lie de maniere 
covatente a un naembre d'un couple ligand-recepteur, et en ce que le compose 
fluorescent accepteur est lie de mani6re covalente a Tautre membre dudit couple 

5 ligand-recepteur. 

10. Methode selon la revendication 6 caracterisee en ce que le substrat 
est lie de maniere covalente au compose fluorescent accepteur et est lie de maniere 
covalente a un membre d'un couple ligand-recepteur. et en ce que le compose 

10 fluorescent donneur est lie de maniere covalente a Tautre membre dudit couple 
Iigand-r6cepteur 

11. Methode selon les revendications Sail caracterisee en ce que le 
premier et le second couple ligand-recepteur sont diff6rents et choisis parmi les 

15 couples: haptene/anticorps, DNP/ anticorps anti-DNP, GST/anticorps anti-GST, 
biotine/avidine. 6HIS/anticorps anti-6HIS ; Cmyc/anticorps anti-Cmyc ; 
FLAG®/anticorps anti-FLAG ® ; HA/Anticorps anti-HA. 

12. Methode selon les revendications 1 Si 11 caracterisee en ce que (e 
20 compose donneur est un cryptate ou un chelate de terre rare, et en ce que le 

compose fluorescent accepteur est choisi parmi les rhodamines, les cyanines, les 
squaraines. les bodipys, les fluoresc^ines, i*allophycocyanine et leurs d6riv6s. 

13. Methode de detection d'un compose susceptible de moduler une activity 
25 enzymatique de type heparanase selon les revendication 3 et 4, caracterisee en ce 

que ledit compose est choisi parmi les anticorps anti-h6paranase, les produits 
natureis, les produits de synthese. les produits d'une librairie de composes obtenus 
par chimie combinatoire, des peptides, des proteines, 

30 14. Composition susceptible d'etre utilisee dans Tune des m^thodes selon 

les revendications 1 a 13, comprenant une plurality d'HS comportant ou non des 
groupements biotine et DNP, caracterisees en ce que le rapport molaire final 
DNP/HS est compris entre 0,3 et 2 et est de pr6f6rence egal k 0,7. et en ce que le 
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rapport molaire final Biotine/HS est compris entre 0,5 et 2 et de pr6t4rence est egal 



a1. 
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15 Composition susceptible d'§tre utilis6e dans I'une des methodes seion 
,es revendications 1 a 13. comprenant une plurality d'HSPG comportant des 
groupements biotine et DNP. caract#ris§e en ce que le rapport mola.re fmal 
DNP/HSPG est compris entre 6 et 15 et est de preference egal a 1 0.8. et en ce que 
le rapport molaire final Biotine/HSPG est compris entre 6 et 15 et est de preference 
egal k 8. 

16. Trousse pour mettre en ceuyre les methodes selon les revendications 1 
^13 comprenant les elements suivants : 

- un substrat susceptible d-§tre cliv6 par une enzyme ayant une activity de 

type heparanase, 

. • - un compos6 fluorescent donneur, lie de manifere covalente ou susceptible 
de se' lier de manifere indirecte audit substrat, 

- un compose accepteur lie de mani^re covalente ou susceptible de se lier. 

de manifere indirecte audit substrat, 

lesdits 616ments pouvant se trouver dans le meme flacon ou dans des fiacons, 
differents dans \e cas ou les composes fluorescents ne sont pas lies de manifere.. 
covalente audit substrat. 

17. Trousse selon la revendication 16. caract6ris6e en ce qu'elle contient les 

elements suivants : 

- un h§parane sulfate lie de manifere covalente a la biotine et au DNP 

- un cryptate de terre rare li6 de maniere covalente a un anticorps anti-DNP 

- la XL665 liee de manifere covalente k la streptavidine. 

18. Trousse selon la revendication 16. caracterisee en ce qu'elle contient les 

30 elements suivants : 

- un heparane sulfate proteoglycane marque a la biotine et au DNP 

- un cryptate de terre rare couple a un anticorps anti-DNP 

- la XL665 couple a la streptavidine. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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